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@ Trennmaterial fiir die Chromatographie. 

© Ein Trennmaterial fur die Chromatographie enthalt ein Cyclodextrin Oder ein Cyclodextrinderivat und einen 
Trager, welche chemisch uber eine Zwischengruppe verbunden sind. ErfindungsgemaB enthalt die Zwischen- 
gruppe eine Thioetherbriicke. 



IR-Spektruro des methyl ier ten Cyclodextrinselektors 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Trennmaterial fur die Chromatographie, enthaltend ein Cyclodex- 
tnn Oder em Cyclodextrinderivat und einen Trager, welche chemisch Ober eine Zwischengruppe verbunden 
sind. 

Solche Tragermaterialien sind bekannt. So offenbart beispielsweise die US-A-4.539,399 ein Tragermate- 
nal, in dem Cyclodextrin mit Kieselgel Ober einen Silanether verbunden ist. Weitere ahnliche Trennmateria- 
hen sind beispielsweise in der DE-A-40 06 923, in J. Chromatogr., 350 (1985). S. 371 bis S 380 Anal 
Chem. 55 (1983) S. 1852 bis 1857 und 62 (1990) S. 2198 bis 2205 beschrieben. 

Bei all diesen Trennmaterialien erfolgt die Anbindung des Cyclodextrins entweder durch direkte 
Reaktion der Hydroxylgruppen mit reaktiven Endgruppen modifizierter Kieselgele Oder nach Aktivierung 
eines Teils der Hydroxylgruppen durch Umsetzung mit modifiziertem Kieselgel. 

Die Trenneigenschaften solcher Trennmaterialien konnen durch Substitution der Hydroxylgruppen der 
Cyclodextrine verandert werden. Dies fOhrt jedoch bei den obigen Produkten haufig zu Schwierigkeiten So 
muB bei einer Derivatisierung nach Anbindung an den Trager dessen Stabilitat im sauren und basischen 
Bere.cn beriicksichtigt werden. Reinigungsschritte, die durch Nebenprodukte Oder unvollstandige Umset- 
zungen erforderlich waren. kfinnen haufig nicht durchgefuhrt werden. Die zur Derivatisierung verwendeten 
Reagentien konnen auch mit den Endgruppen des Tragers, beispielsweise des modifizierten Kieselgels 
reagieren und unerwunschte Wechselwirkungen zwischen Analyt und Phase hervorrufen. Die Derivatisierung 
nach einem Aktivierungsschritt der Hydroxylgruppen kann auch durch die Reaktivitat der Aktivierungsgrup- 
pen. beispielsweise Tosylgruppen. Carbamidsaureester und Aminofunktionen. eingeschrankt werden Wer- 
den die Cyclodextrine vor der Anbindung derivatisiert, so mussen Hydroxylgruppen fur die Anbindung 
freibleiben. Diese Art der Reaktionsfiihrung erlaubt es nicht. die Hydroxylgruppen quantitativ zu derivative- 
ren. 

Wegen der genannten Schwierigkeiten besteht ein weiterer Bedarf an der Schaffung von Trennmateria- 
lien fur die Chromatographie durch Anbindung von Cyclodextrinen an Tragermaterialien wie beispielsweise 
Kieselgel. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist somit die Schaffung weiterer Trennmaterialien fur die Chromato- 
graphie, die ein Cyclodextrinderivat und einen Trager enthalten, welche chemisch uber eine ZwischengruD- 
pe verbunden sind. 

Gelost wird diese Aufgabe dadurch, da6 die zur Anbindung verwendete Zwischengruppe eine Thioet- 
herbrucke enthalt. 

Als Cyclodextrinderivate konnen a-, fi- oder y -Cyclodextrine Oder deren Alkylierungsprodukte insbe- 
sondere quantitativ bzw. nahezu quantitativ alkylierte, eingesetzt werden. Die "Cyclodextrine "werden mit 
einem sogenannten Spacer umgesetzt. Als Spacer dienen dabei Verbindungen, die eine Doppelbindung in 
das Molekul einfuhren. Geeignete Verbindungen enthalten eine Doppelbindung und eine reaktive Gruppe 
zur Anbindung des Spacers an das Cyclodextrin. Beispiele fur geeignete reaktive Gruppen sind ungesattig- 
te Carbonsaurechloride, Carbonsaureanhydride, Tosylate, Isocyanate und Halogenide. Bevorzugt sind 
Alkenylhalogenide mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen. Besonders bevorzugt ist Allylbromid. 

Als Alkylierungsprodukte der Cyclodextrine sind solche bevorzugt. die durch Alkylierung nach EinfQh- 
rung des Spacers erhalten werden. Die eingefOhrten Alkylgruppen haben bevorzugt 1 bis 10 Kohlenstoffato- 
me, insbesondere 1 bis 5 Kohlenstoffatome. Bevorzugt werden dabei Cyclodextrine eingesetzt, in denen 
alle OH-Gruppen quantitativ bzw. nahezu quantitativ derivatisiert sind. 

Als Trager konnen sowohl anorganische als auch organische, dem Fachmann bekannte Materialien fur 
die Chromatographie verwendet werden, soweit sich ihre Oberflachen mit Thiolgruppen versehen lassen 
Dabei wird K.eselgel bevorzugt; es konnen aber auch Materialien wie Aluminiumoxid, Titandioxid oder 
Partikel auf Basis von Vinyl- oder Methacrylamidpolymeren verwendet werden. 

Als Zwischengruppe zwischen dem Cyclodextrin und dem Tragermaterial Kieselgel fungieren mit einem 
Spacer umgesetzte Gruppierungen mit einer Thioetherfunktion. Bevorzugt ist ein Rest der folgenden 
Formel: 



X 
I 

-R-S-R -Si- 
I 

X 



V- 



10 



75 



20 



EP 0 608 703 A1 



Darin haben R und X die folgende Bedeutung: 

R Alky I- oder Aralkylspacer mit 1-20 C-Atomen, bevorzugt mit 1 bis 6 C-Atomen; 

X Alkoxy-, Aralkoxy- oder Alkylgruppe mit 1 bis 20 C-Atomen bevorzugt mit 1 bis 3 C-Atomen, 

wobei mindestens ein X Alkoxy oder Aralkoxy; 
Ri Alkoxy-, Aralkoxy- oder Alkylrest mit 1 bis 20 C-Atomen, bevorzugt 3 bis 6 C-Atomen. 
Nach EinfOhrung der Zwischengruppe sind die Kieselgelmatrix KG und der Cyclodextrinrest CD auf 
folgende Weise miteinander verbunden: 



X 
\ 

CD-R-S-R -Si-KG 
1 \ 
X 



Dabei haben KG, CD, R, Ri und X die oben angegebenen Bedeutungen. 

Die erfindungsgemaBen Trennmaterialien weisen insbesondere die folgende allgemeine Formel auf: 

,0-R-S-T 



25 



30 worin bedeuten: 
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einen a-, 0- oder 7-Cyclodextrinrest oder dessen alkyliertes Derivat, 
T einen Trager, wie beispielsweise anorganisches Material oder synthetischer organische Polymer- 
trager, 

R einen Alkyl- oder Aralkylspacer mit 3-20 C-Atomen, bevorzugt mit 3 bis 6 C-Atomen, 
R a ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen, bevorzugt 1 bis 5 C-Atomen. 
Als Trager sind folgende Materialien bevorzugt: anorganische Materialien, wie z.B. Kieselgel, Alumini- 

umoxid, Titandioxid u.a. oder synthetische organische Polymertrager, wie z.B. Polystyrol, Polyacrylamid 

u.a. 

Zur Belegung des Tragers mit Thiolgruppen ist in Abhangigkeit vom Tragergrundmaterial jede dem 
Fachmann bekannte Reaktionsfolge geeignet, die an dem Trager gebundene Thiolgruppen erzeugt. Als 
Beispiele seien genannt: 

- Reduktion von Sulfonsauregruppen, 

- nucleophile Substitutionen mit Natriumhydrogensulfid und 

- reduktive Spaltung von Disulfiden. 

Die Belegung des Tragers Kieselgel erfolgt bevorzugt durch Umsetzung mit einem thiolgruppenhaltigen 
Silan. Als solches Reagens konnen beispielsweise Silane der Formel 
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HS-R-SiXa 



worin bedeuten: 

R einen Alkyl- oder Aralkylrest mit 1-20 Atomen, bevorzugt mit 1 bis 6 C-Atomen, und 
X sine Alkoxy-, Aralkoxy- oder Alkylgruppe mit 1-20 C-Atomen. bevorzugt mit 1 bis 3 Atomen, wobei 
mindestens ein X Alkoxy oder Aralkoxy ist, 
verwendet werden, insbesondere 3-Mercaptopropyltrimethoxysilan, 3-Mercaptopropyltriethoxysilan Merca- 
ptomethyldimethylethoxysilan oder (Mercaptomethyl)methyldiethoxysilan. Das Kieselgel erhalt dadurch an 
seiner Oberflache Gruppierungen der allgemeinen Formel: 



X O 
I I 
H-S-R-Si-O-Si- 



20 



25 



30 



35 



Oberschiissige Silanolgruppen k6nnen, falls erforderlich, nach den in der Literatur zahlreich bekannten 
Methoden nachsilanisiert (endgecappt) werden. 

Die erfindungsgemaBen Trennmaterialien lassen sich wie folgt herstellen. Das Cyclodextrin wird mit 
einem Reagens umgesetzt, das eine Kohlenstoffdoppelbindung in das Molekiil einfuhrt. Dazu werden 
be.sp.elswe.se Alkenylhalogenide oder Alkenyltosylate verwendet, die 3 bis 20 Kohlenstoffatome, bevorzugt 
3 bis 6 C-Atome, enthalten konnen. Solche Stoffe sind beispielsweise: Allylbromid oder 4-Brom-1-buten 
Oder 6-Brom-1-hexen. Besonders geeignet ist Allylbromid. 

Nach Einfuhrung der Doppelbindung kann die erhaltene Cyclodextrinverbindung auf Ublichen Weise 
alkyliert werden, beispielsweise durch Einfuhrung von Alkylgruppen mit 1 bis 10 C-Atomen, bevorzuqt mit 1 
bis 5 C-Atomen. 

Die beiden Reaktionsprodukte, das Cyclodextrin bzw. Cyclodextrinderivat und der mit Thiolgruppen 
belegte Trager werden dann in Gegenwart eines Radikalkettenstarters, beispielsweise Azoisobutyronitril 
mrteinander umgesetzt. wobei sich durch Reaktion der Doppelbindung des Cyclodextrins mit der Thiolqrur^ 
pe am Trager eine ThioetherbrOcke ausbildet. 

Die erfindungsgemaBen Trennmaterialien eignen sich insbesondere fur die Trennung von Racematen 
beispielsweise von Thalidomid, Mandelsaure. Hexobarbital. Phenobarbital und Chlorthalidon. Die uberra- 
schende Leistungsfahigkeit des Trennmaterials mit dem methylierten Selektor zeigt sich z B in der 
wesentlich verbesserten und schnelleren Auftrennung der Barbiturate Mephobarbital und Hexobarbital im 
Vergleich zur konventionellen Cyclodextrinphase mit undertivatisierten Hydroxylgruppen. Die Trennmateria- 
lien sind in alien Chromatographieverfahren einsetzbar, insbesondere in der Fltissigkeitschromatographie 
(LC). Dunnsch.chtchromatographie (DC) und HochdruckflUssigkeitschromatographie (HPLC). 
Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 : Einfuhrung von Thiolgruppen in Kieselgel 

100 g Kieselgel (z.B. NUCLEOSIL 100-5 der Fa. Macherey. Nagel. Dtiren) wurden uber Nacht bei 
180-C getrocknet und in 400 ml wasserfreiem Toluol aufgeschlammt. Man setzte 2 ml Butylamin und 30 
ml 3-Mercaptopropyltrimethoxysilan zu und erhitzte 4 Stunden unter RUckfluB. Die Suspension wurde uber 
eine Glasfntte abfiltriert und mit Methylenchlorid. Methanol, Wasser und Methanol gewaschen. 
Die C, H, S-Bestimmung des so erhaltenen Kieselgels lieferte folgende Ergebnisse- 
4.36 % C, 1.15 % H und 2.56 % S. 

Aus dem Schwefelgehalt ergibt sich eine Belegung von 0.8 mmol Schwefel pro Gramm Kieselgel. 
Beispiel 2: Einfuhrung eines Spacers in Cyclodextrin 

10 g ^-Cyclodextrin wurden Uber Nacht bei 110 -C getrocknet und in 100 ml Dimethylformamid 
suspendiert. Man setzte 0,8 g Natriumhydrid-Dispersion (60-65 % Natriumhydrid) zu und rtihrte 1 Stunde 
55 Es b.ldete sich ein Gel. Zu der Reaktionsmischung fugte man 3,6 g Allylbromid und lieB liber Nacht riihren 
Zur Aufarbeitung wurde die klare Losung in 500 ml Methylenchlorid eingeriihrt. Der entstandene weiBe 
Niederschlag wurde abgesaugt und mit Methylenchlorid gewaschen. Das Rohprodukt wurde bei 40 -C 
getrocknet und ohne weitere Reinigung eingesetzt. 
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Beispiel 3: Herstetlung des Trennmaterials 

4 g der unter Beispiel 2 hergesteliten Verbindung und 10 g des unter Beispiel 1 hergestellten 
Kieselgels wurden in 100 ml Methanol und 20 ml Wasser suspendiert. Man fugte 100 mg Azoisobutyronitril 
zu und spulte die Apparatur mit Stickstoff. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch uber Nacht unter 
Ruckflufi erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde die Suspension uber eine Glasfritte abfiltriert und das Kieselgel mit 
Methanol, Wasser, Methanol und Methylenchlorid grundlich gewaschen. Staubanteile wurden durch Sedi- 
mentation entfernt. 

Beispiel 4: Hersteilung des methylierten Selektors 

5 g Natriumhydrid-Dispersion (60-65 % Natriumhydrid) wurden in 50 ml Dimethylsulfoxid suspendiert 
und bei 50 • C 1 Stunde geruhrt. AnschlieBend fugte man 2,5 g des Produktes aus Beispiel 2 zu und ruhrt 
bei Raumtemperatur 1 Stunde. 

Man lieB 10 ml Methyliodid in 20 ml Dimethylsulfoxid langsam zutropfen. Die Reaktionsmischung wurde 
uber Nacht geruhrt. 

Zur Aufbereitung wurde die klare Losung in 600 ml Wasser eingeruhrt. Die waBrige Phase wurde viermal 
mit 50 ml Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten, mit Natriumsulfat getrockneten organischen Phasen 
reinigte man durch Saulenfiltration (POLGOSIL 63100, Toluol/Ethanol 4:1). Nach dem Einengen im Vakuum 
blieb ein ol zuruck. 

Zur Charaktierungsierung des permethylierten Selektors wurden ein ^-NMR- und ein IR-Spektrum 
erstellt. Es lassen sich damit folgende Aussagen treffen: 

1 H-NMR-Spektrum: 

- Nachweis der olefinischen Protonen (5.15 und 6 ppm) 

- Nachweis von 3 unterschiedlichen Methoxyprotonen (0-CH 3 ; 2,3 und 6-Stellung) bei 3.4, 3.5 und 3.7 
ppm als Singuletts. 

- Die Intensitat der Signale der Methoxyprotonen sind vergleichbar, jedoch ist eine Quantifizierung 
durch Integration durch die Signaluberlagerung mit den Protonen des Cyclodextrins nicht moglich. 

IR-Spektrum: 

Dieses Spektrum zeigt starke Signale im Bereich urn 2900 cm _1 (CH-VaIenzschwingung) und zwischen 
1050 und 1240 cm -1 (C-O-C-Valenzschwingungen). Die Absorbtion im Bereich der OH-Gruppen (3400 
cm -1 ) ist dagegen extrem schwach ausgepragt. Sie kann auch durch Wasserspuren hervorgerufen worden 
sein. Dieses deutet auf eine quantitative bzw. nahezu quantitative Derivatisierung der Hydroxylgruppen hin. 
Das IR-Spektrum ist in der Figur 1 dargestellt 

Beispiel 5: Hersteilung eines Trennmaterials mit methyiiertem Selektor 

Das unter Beispiel 4 erhaltene 61 und 5 g des unter Beispiel 1 hergestellten Kieselgels wurden in 100 
ml Methanol suspendiert. Man fugte 50 mg Azoisobutyronitril zu und spOlte die Apparatur mit Stickstoff. 
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch uber Nacht unter RGckfluB erhitzt. Zur Aufarbeitung wurde die 
Suspension uber eine Glasfritte abfiltiert und das Kieselgel mit Methanol, Wasser, Methanol und Methylen- 
chlorid grundlich gewaschen. Staubanteile wurden durch Sedimentation entfernt. 

Beispiel 6: Trennung von Substanzen 

Das nach Beispiel 3 erhaltene Material wurde in eine HPLC-Saule mit der Lange 200 mm und einem 
Innendurchmesser von 4 mm und das nach Beispiel 5 erhaltene Material in eine HPLC-Saule der Lange 
150 mm und einem Innendurchmesser von 4 mm gefullt und zur Trennung von Racematen eingesetzt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 
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Tabelle 1 



Substanz 


Laufmittel 


Phase a> 


FluB [ml/min] 


RT 2) [min) 


Hexobarbital 


Methanol/50 mM NaH 2 PCU pH 6.0. 45/55 


1 


0.7 


23.8/26.3 


Hexobarbital 


Methanol/Wasser 50/50 


2 


0.7 


5.0/6.2 


Mephobarbital 


Methanol/50 mM NahfePO* pH 6.0, 40/60 


1 


0.6 


26.1/28.3 


Mephobarbttal 


Methanol/Wasser 50/50 


2 


0.7 


6.6/9.1 


Chlorthalidon 


Methanol/Wasser 40/60 


1 


0.7 


12.2/15.8 


Thalidomid 


Methanol/50 mM NahfePO* pH 6.5, 40/60 


1 


0.7 ! 


9.8/10.5 


Ibuprofen 


Methanol/0.1 % TEAA pH 4.0, 50/50 


2 


0.7 


30.3/33.3 


Ciprofibrat 


Methanol/0.1 % TEAA pH 4.0, 50/50 


2 


0.7 


7.0/8.3 


Mandelsaure 


Methanol/50 mM NaH 2 P0* pH 3.0, 95/5 


1 


0.7 


25.5/27.3 



2> Retention Time 



Patentanspruche 

1- Trennmaterial fur die Chromatographie, enthaltend ein Cyclodextrin Oder ein Cyclodextrinderivat und 

^ e dJ r 7 a9e \ We,Che ChemiSCh U5er 6lne Zwisch ^9ruppe verbunden sind. dadurch gekennzShnef 
daB die Zwischengruppe eine ThioetherbrOcke enthalt. ^nnei, 

2. Trennmaterial nach Anspruch (1), 

gekennzeichnet durch die allgemeine Formel 



'O-R-S-T 




worin bedeuten: 



R O 
a \ 



.0- 




einen a-, /?- oder -y-Cyclodextrinrest, oder dessen alkyliertes Derivat 
T einen Trager, wie anorganisches Material oder synthetische organische Polymertrager 
R e.nen Alkyl- oder Aralkylspacer mit 3-20 C-Atomen f bevorzugt mit 3 bis 6 C-Atomen ' 
R a ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen, bevorzugt 1 bis 5 C- 
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Trennmaterial nach Anspruch (2), 

dadurch gekennzeichnet, daB -S-T der Rest eines anorganischen Materials (Kieselgel, Alumtniumoxid, 
Titandioxid u.a\) oder eines synthetischen organischen Polymertragers (Polystyrol, Polyacrylamid u.a.) 
ist, dessen Oberflache mit Thiolgruppen belegt ist. 

Trennmaterial nach Anspruch (3), 

dadurch gekennzeichnet, daB -S-T ein Kieselgelrest ist, der durch Reaktion mit einem Silan der Struktur 
HS-R1-S1X3 
mit 

R1 Alky I- oder Aralkylrest mit 1-20 C-Atomen und 

X Alkoxy-, Aralkoxy- oder Alkylgruppe mit 1-20 C-Atomen. wobei mindestens ein X Alkoxy oder 
Aralkoxy ist, 
mit Thiolgruppen belegt wurde. 

Verfahren zur Herstellung des Trennmaterials nach einem der Anspruche (1) bis (4), 

dadurch gekennzeichnet, daB das Cyclodextrin mit einem Reagenz umgesetzt wird, das eine Doppelb- 

indung in das Molekul einfuhrt, der Trager mit Thiolgruppen versehen wird und das Cyclodextrinderivat 

und der mercaptogruppenhaltige Trager in Gegenwart eines Radialkettenstarters miteinander umgesetzt 

werden. 

Verfahren nach Anspruch (5), 

dadurch gekennzeichnet, daB das Cyclodextrin mit Alkenyltosylaten oder Alkenylhalogeniden, insbeson- 
dere Allylbromid, umgesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch (5), 

dadurch gekennzeichnet, daB das Kieselgel mit einem Silan der Struktur 
HS-Ri-SiXa 
mit 

Ri Alky I- oder Aralkylrest mit 1-20 C-Atomen 

X Alkoxy-, Aralkoxy- oder Alkylgruppe mit 1-20 C-Atomen, wobei mindestens ein X Alkoxy oder 
Aralkoxy ist, 
umgesetzt wird. 



Verwendung der Trennmaterialien nach den Anspruchen (1) bis (4) zur Trennung von organischen 
Verbindungen, insbesondere von Racematen. 
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